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 RESUMEN  
 
Este trabajo presenta el  análisis filogeográfico y poblacional de  66 
introducciones de Cucurbita moschata Duchesne ex Lam. Duchesne ex Poir. 
procedentes de la región comprendida entre México y Colombia, este 
germoplasma se obtuvo a través de donaciones realizadas por CATIE, INIFAP 
y UNAPAL.   
 
La región nuclear multicopia  ITS fue la más variable y útil para el presente 
análisis después de realizar una  prueba preliminar en la cual se examinaron 
varias regiones cloroplásticas mas ITS. Con relación a la evolución de ITS, 
mediante  pruebas de neutralidad,  se determinó, que no está evolucionando 
neutralmente y que algún tipo de selección debe estar actuando en el locus o 
cerca del mismo. También se identifico el modelo de substitución nucleotídica 
K80+I+G, como el que rige la forma de evolución del locus en esta especie. Las 
66  introducciones fueron georeferenciadas, y delimitadas en tres poblaciones: 
Mexicana, Centroamericana y Colombiana, con base en su posición geográfica.  
 
Se generaron mapas,  en los cuales,  se aprecia la distribución y riqueza del 
muestreo, y describen las poblaciones. Se obtuvieron genealogías por métodos 
de parsimonia y por red de haplotipos, en las cuales se mapeo la distribución 
de las poblaciones. Como conclusión principal se identificó una clara estructura 
geográfica de la variación genética de ITS mediante el análisis filogeográfico de 
la genealogía, con una clara dirección sur norte, Se  incluyeron introducciones 
de la especie silvestre Cucurbita moschata spp sororia, las cuales se agruparon 
con la población colombiana, este resultado llevo a sugerir que la 
domesticación de Cucurbita moschata,  a partir de un pariente silvestre fue en 
Sur América. 
 
 Los estimadores de subdivisión poblacional (Fst: 0.07244 y Nm: 3.20 ), indican 
un flujo génico en el muestreo, y que es debido a la naturaleza alógama de la 
especie. El  análisis de la subdivisión poblacional por pares de poblaciones es 
contrastante debido a que las poblaciones más cercanas ( Centroamericana y 
Colombiana) presentan el mayor valor de subdivisión poblacional, a  pesar de 
que la topología de parsimonia y la prueba de Mantel exponen una clara 
correlación entre la variación genética con la posición geográfica.   
 
Queda aún por resolver el problema del lugar de domesticación de Cucurbita 
moschata. Se debe ampliar la muestra a  nivel de introducciones colombianas 
ecuatorianas y peuranas. También se sugiere incluir introducciones de la 
especie silvestre Cucurbita ecuadorensis. Por la parte molecular se propone  
utilizar otros loci, entre los cuales debe incluirse la región cloroplástica  ndhF-
rpl32  la cual se encontró en la prueba preliminar realizada, con valores altos 
de diversidad haplotípica.  
 
Palabras clave: ITS, flujo génico, diversidad genética,  correlación, genealogía. 
SUMMARY 
 
This thesis work, describes the population and phylogenetic analyses to 66 
accessions of Cucurbita moschata that are located through the whole area of 
natural distribution of the species, from Mexico to Colombia, all this germplasm 
was obtained through the institutions  CATIE, INIFAP and UNAPAL. The 
nuclear encoded multicopy intergenic region ITS was identified as the most 
variable and useful for this analysis prior to a preliminary test of sequence 
variation which included some cloroplastic regions and ITS. About the evolution 
of ITS, it was determined with neutrality test that it is not evolving neutrally and 
that it is subject of some sort of selection is acting in or near the locus. It was 
also determined the model of nucleotide substitution  K80+I+G, as the one that 
explains the evolution of the locus in this species. The 66 accession were 
georeferenciated and delimited in three populations, Mexican, Centralamerican, 
and Colombia, based on its geographical positions. 
 
Maps were generated in which its shown the sampling distribution and richness, 
and populations are described. Gene genealogies were obtained by maximum 
parsimony and haplotipe networks, in which the population distribution was 
mapped. As a main conclusion a clear geographic structure of the genetic 
variation of ITS through the filogeographic  analyses of the genealogies. With a 
clear south-north direction. Accessions of the wild relative Cucurbita moschata 
spp sororia were also included and they grouped with the Colombian 
population, this result leads us to hypothesize that the domestication of 
Cucurbita moschata was from a wild relative in south America. 
 
The population structure estimators Fst: 0.07244 y Nm: 3.20, indicate the high 
gene flow that exist within the sampled accessions, and that is evident due to 
the alogamic nature of the species. The population pair wise subdivision 
analyses contrast because the closest populations Centralamerican and 
Colombian show the highest value of population subdivision, despite of the 
results of the maximum parsimony results and a Mantel test that clearly show a 
correlation between genetic variation and geographical position. 
 
There is still an unanswered question, that is the place of domestication of  
Cucurbita moschata. It is in perspective the continuing of this work with a  
broader sampling scheme that includes more Colombian accessions and also 
the southernmost distribution of the species, in countries like Ecuador and Peru. 
Also it is proposed to include accessions of the wild species Cucurbita 
ecuadorensis, in Ecuador. On the molecular side it is proposed to use ITS plus 
some other loci, among which it should be included the chloroplastic region 
ndhF-rpl32 which in the preliminary test of variation show significant levels of 
variation. 
 
 
Key words: ITS, gene flow, genetic diversity, correlation, genealogy. 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
Los parientes silvestres de plantas cultivadas son importantes porque son  
fuentes de características importantes para variedades comerciales,  - como 
resistencia a plagas y enfermedades, color y sabor del fruto, disposición de los 
frutos para su cosecha y comercialización, entre otras - , siendo considerados 
recursos biológicos con necesidades de conservación. (Caicedo y Schaal, 
2004). La estructura poblacional e historia de los progenitores silvestres y 
variedades tradicionales de plantas cultivadas es importante para diseñar 
estrategias de conservación y para entender los procesos evolutivos que 
llevaron a la domesticación (Schaal y Olsen, 2000). 
 
Mediante el uso de secuencias de ADN filogenéticamente informativas, se 
pueden reconstruir las relaciones genealógicas entre alelos en forma de 
árboles de genes, en los que se trazan las relaciones evolutivas entre 
haplotipos (alelos en poblaciones), estas relaciones evolutivas son moldeadas 
y afectadas por procesos como: selección, fluctuación en tamaño poblacional, 
deriva genética y aislamiento, de esta manera un árbol de gen o “gene tree”, 
puede revelar las relaciones evolutivas de una especie y los procesos que 
generan su evolución. Una de las aplicaciones más exitosas de los métodos 
genealógicos ha sido en el campo de la fitogeografía  definida como “un campo 
de estudio que concierne los principios y procesos que gobiernan la distribución 
geográfica de la distribución de linajes genealógicos, especialmente aquellos 
entre y dentro de especies cercanamente relacionadas”. (Avise, 2000) 
 
Estudios filogeográficos han determinado a.) el lugar de domesticación de la 
yuca (Olsen y Schaal, 1999)  y las fuerzas evolutivas que han modelado el 
grupo de especies de la yuca. Manihot esculenta (Olsen, 2002),b.)Varias 
regiones de domesticación del arroz Oriza sativa (Londo et al., 2006), c. Los 
patrones de domesticación del fríjol común Phaseolus vulgaris (Chacón et al., 
2005) y d.) El centro de origen del tomatillo Solanum pimpinellifolium (Caicedo 
y Schaal, 2004). 
 
Escasos han sido los trabajos que han evaluado la diversidad genética de 
Cucurbita moschata (Baranek et al., 2000; Gwanama et al., 2000; Youn y 
Chung, 1998; Ferriol et al., 2004). En Colombia existen pocos trabajos (Wessel-
Beaver 2000; Montes et al., 2004; Restrepo et al., 2008).  Montes et al. (2004) 
realizó un análisis de diversidad genética con datos morfológicos de 
introducciones colombianas de Cucurbita moschata. Restrepo et al. (2008) 
realizó el único análisis molecular y calculó la diversidad genética de las 
introducciones exclusivamente colombiana mediante marcadores AFLP. 
 
El presente trabajo utilizó secuencias de ADN para realizar el análisis 
poblacional y filogeográfico usando introducciones sur y centro Americanas de 
13 
 
C. moschata, con el fin de  conocer la diversidad genética y la estructura 
poblacional de la especie, y entender procesos evolutivos que llevaron a su 
domesticación. Lo anterior permitirá  sentar las bases para el futuro diseño de  
estrategias de conservación y mejoramiento genético. 
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1. MARCO TEORICO 
 
 
 
 
1.1 SUJETO DE INVESTIGACIÓN Y ANTECEDENTES 
Cucurbita moschata (Duchesne ex Lam.) Duchesne ex Poir., comúnmente 
conocida como ahuyama o zapallo, es planta trepadora de flores amarillas (Lira 
y Rodríguez-Arévalo, 2006), sus frutos, flores y semillas se utilizan como 
alimento (FAO, 2002). Pertenece a la Familia Cucurbitácea la cual también 
incluye el melón (Cucumis melo), el pepino, (Cucumis sativus) y la sandia 
(Citrulus sp.) 
 
 
1.2 EL PROBLEMA DEL LUGAR DE DOMESTICACIÓN  
 
Las especies de género Cucurbita son cultivadas mundialmente aunque fueron 
las primeras plantas en ser domesticadas en América (Pickersgill, 2007), de 
donde son originarias. El área precisa de domesticación de C. moschata aún 
no es claro (Ferriol et al., 2004). Mesoamérica, el área que incluye a México y 
Centroamérica, había sido considerada inicialmente  como el centro de 
domesticación para C. moschata (Esquinas-Alcazar y Gulick 1983; Whitaker y 
Davis 1962; Ferriol et al. 2004), debido a la gran antigüedad del registro 
arqueológico de esta región, pues evidencias (fitolitos, fósiles, entre otros) se 
han encontrado en Tamaulipas -México que datan de 4900 a 3500 A.C. y en 
Guatemala (2000 a 800 A.C) (FAO. 2002.) Recientes registros arqueológicos 
en Perú que datan de 5000 a 9000 A. C. (Dillehay et al 2007), así como 
observaciones de caracteres primitivos en plantas del norte de Suramérica 
particularmente en Colombia (Wessel Beaver, 2000), señalan a Sur América 
como otro posible centro de domesticación. También se han propuesto dos 
eventos de domesticación independientes en México y el norte de Sur América. 
(Decker-Walters y Walters, 2000; Robinson y Decker-Walters, 1997) que son 
verificados por los resultados con marcadores SRAP de Ferriol et al. (2004). El 
hecho de que no exista ningún pariente silvestre identificado, incrementa la 
confusión concerniente al sitio de domesticación (Ferriol et al. 2004.),  aunque 
el análisis de un gen mitocondrial (Sanjur et al. 2002.) sitúa a una cucúrbita 
silvestre, Cucurbita argyrosperma ssp. sororia (L.H. Bailey) Merrick & Bates., 
como el pariente silvestre más cercano a C. moschata además experimentos 
de cruzamiento (Lira, 1995) evidencian que no hay aislamiento reproductivo 
entre las dos especies.  
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1.3 REGIONES CLOROPLÁSTICAS Y NUCLEARES DE UTILIDAD 
FILOGENÉTICA. 
 
El genoma cloroplástico es una molécula circular que se encuentra en múltiples 
copias en el cloroplasto, y contiene secuencias codificantes (genes) y no 
codificantes (intrones y espaciadores intergénicos). La presencia de múltiples 
copias del genoma cloroplástico por cloroplasto, junto con la presencia de 
múltiples cloroplastos por célula, significa que el ADNcp es muy abundante en 
una extracción típica de ADN. Lo anterior facilita la obtención de un  alto 
número de copias en el análisis de fragmentos de restricción, así como las 
amplificaciones por PCR de regiones especificas del ADNcp. 
 
Generalmente, en las plantas, el genoma mitocondrial evoluciona lentamente 
en comparación con el  genoma cloroplástico y el genoma nuclear. Además, 
existe una variación sustancial dentro de los genomas, las regiones 
codificantes evolucionan más lentamente que las regiones no codificantes 
(intrones y espaciadores intergénicos), presumiblemente por restricciones 
selectivas. Por esta razón, las secuencias codificantes de genes de DNAcp ( 
p.ej. rbcL, atpB, matK, y ndhF) han sido usados extensivamente a nivel de 
familia y niveles superiores, mientras que las secuencias no codificantes como 
intrones (p.ej. rpL16, rpoC1, rpS16, trnL, trnK) y espaciadores intergénicos ( p. 
ej. trnT-trnL, trnL-trnF, atpB-rbcL, psbA-trnH) son usados más frecuentemente 
a niveles taxonómicos más bajos. Dada la tasa de evolución relativamente 
lenta del ADNcp, hasta las regiones no codificantes no proveen información 
filogenética significativa en niveles taxonómicos bajos (Small et al. 1998). Esta 
es una de las ventajas de las secuencias de ADNcp y su utilidad para análisis 
poblacionales y filogeográficos como el del presente proyecto. 
 
Las regiones nucleares que codifican por componentes ribosomales,  (ADNnr) 
han sido adoptadas como una herramienta en sistemática de plantas y la 
región ITS perteneciente al ADNnr es usada tan comúnmente como el ADNcp.  
 
En análisis intraespecificos, se necesitan regiones que evolucionen 
rápidamente, con el fin de obtener más caracteres filogenéticamente 
informativos. En estudios filogenéticos en los cuales se toman datos de ADNcp 
y ADNnr –ITS para un grupo de organismos (Kress et al. 2005; Small et al. 
1998), las secuencias ITS generalmente dan mayores valores de soporte y 
mayor resolución que una muestra equivalente de secuencia de ADNcp..  
 
Otro grupo de genes nucleares son los de copia única en el genoma, 
generalmente codifican por un producto, una de sus mayores ventajas es la 
elevada tasa de evolución de la secuencia en relación a los genes organelares.  
 
Un grupo pequeño de familias de genes nucleares de copia única han sido 
ampliamente investigados por su utilidad filogenética y ya se han desarrollado 
primers universales para su amplificación, estos incluyen: Adh (alcohol 
deshidrogenasa), G3PDH (gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa), GBSSI 
16 
 
(granule-bound  starch sintetasa),  Genes del grupo de la caja MADS (pistillata, 
apetala1, apetala3, leafy), PHY (fitocromo)  y PGI (fosfogluco-isomerasa).  
 
Small et al. 1998, secuenciaron un poco más de 7kb de ADNcp, para realizar 
una reconstrucción filogenética en algodones tetraploides (Gossypium). A 
pesar de la gran cantidad de secuencias obtenidas, solo se obtuvieron cuatro 
sustituciones nucleotídicas informativas (0.05%) lo que resultó en una 
resolución filogenética incompleta. Adicionalmente  secuenciaron una región de 
1.65 Kb  de los genes que codifican por la enzima alcohol deshidrogenasa, 
ADH.  En contraste con los resultados obtenidos con las secuencias 
cloroplásticas las secuencias de ADH produjeron 25 caracteres 
filogenéticamente informativos (0.76%)  y proveyeron una topología robusta y 
completamente resuelta en concordancia con análisis cladísticos y fenéticos 
previos. De esta manera el genoma cloroplástico representa a la tortuga y el 
genoma nuclear representa a la liebre. 
 
Pero esta analogía del genoma cloroplástico con una tortuga es rebatida en 
varios  artículos en los que se destacan los de Shaw et al. 2005 y Shaw et al. 
2007 en los en los cuales se reivindica la capacidad de las secuencias 
cloroplásticas de resolver relaciones filogenéticos por debajo del nivel de 
género y presentan una serie de regiones de alto nivel de polimorfismo a nivel 
intraespecifico. En la figura 1. Se muestran las regiones estudiadas en estos 2 
artículos y se muestra el valor de PIC (caracteres potencialmente informativos).  
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Figura 1 Valores de PIC (carácter potencialmente informativo) para cada 
una de las 34 regiones (21 regiones del articulo Shaw et al. 2005 y 13 del 
artículo Shaw et. al 2007,  las 34 regiones están ordenadas de mayor a 
menor número de PICs, los números en paréntesis indican la longitud 
promedio de la región. Modificado de Shaw et al. 2007. 
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1.4 ANÁLISIS MOLECULARES EN CUCÚRBITAS. 
 
Pocos análisis moleculares se han hecho con C. moschata. Los marcadores 
RAPD (random amplified polymorphic DNA) han sido utilizados para el análisis 
de la diversidad genética de variedades cultivadas de Corea, el sur de África y 
otras regiones, (Baranek et al. 2000; Gwanama et al. 2000; Youn y Cheng, 
1998) y en todos los casos los resultados luego del análisis estadístico 
muestran un agrupamiento de acuerdo con las características agroclimáticas 
del lugar de origen.  Ferriol et al. (2004) utilizaron marcadores AFLP (amplified 
fragment length polymorphism) y SRAP (sequence-related amplified 
polymorphism)  y obtuvieron un agrupamiento de acuerdo con lugar de origen 
que favorece la hipótesis de la existencia de dos centros de domesticación en 
América. 
 
Sanjur et al. (2002) realizaron un análisis de secuencia ADN mitocondrial en las 
especies de Cucurbita y encontraron evidencia de varios eventos de 
domesticación, pero no encontraron mucha variación en C. moschata. Las 
investigaciones en el laboratorio del Dr. Jack Staub  se enfocan en el pepino y 
el melón, utilizando marcadores microsatélite, primers consenso y secuencias 
de ADN del cloroplasto que han tenido utilidad filogenético y han servido para 
estudios evolutivos en la familia, ( Staub et al. 2000; López-Sese et al. 2002; 
Chung y Staub 2003; Chung et al. 2003; Chung y Staub, 2004; Chung et al. 
2006) en las cuales se ha incluido a C. moschata, como la filogenia molecular 
de Cucumis y las relaciones filogenéticos entre las tribus de la familia 
Cucurbitacea, estas regiones cloroplásticas podrían ser útiles para el presente 
análisis. 
 
Análisis filogenéticos con datos de secuencias han sido realizados a niveles 
taxonómicos de familia y orden en por  la Dra. Sussane Renner en Alemania 
(Zhang et al. 2006 y Kocyan et al. 2007). En estos análisis se utilizaron datos 
del cloroplasto incluyendo genes y espaciadores intergénicos. Kocyan et al. 
2007 propone una  filogenia de la familia Cucurbitaceae basada en secuencias 
de ADN cloroplástico. 
 
Zhang et al. 2006, realizó un análisis de los tres genomas: cloroplástico, 
mitocondrial y nuclear en el orden Cucurbitales. Estos análisis aportan 
conocimiento al clado al que pertenece Cucurbita moschata mas no proveen 
herramientas para análisis a nivel intrapoblacional, como es el caso de este 
trabajo. 
 
 
1.5 MÉTODOS BIOINFORMÁTICOS A NIVEL POBLACIONAL. 
 
 El alineamiento de secuencias, en bioinformática, es una forma de representar 
y comparar dos o más cadenas de ADN, ARN, o estructuras primarias 
proteicas, para identificar zonas de similitud, que podrían indicar relaciones 
funcionales o evolutivas entre los genes o proteínas consultados. Si dos 
secuencias, en un alineamiento, comparten un ancestro común, las no 
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coincidencias pueden interpretarse como mutaciones puntuales, y los huecos 
como indels (mutaciones de inserción o deleción) introducidas en uno o ambos 
linajes en el tiempo que transcurrió desde que divergieron. 
 
Un alineamiento múltiple de secuencias es un alineamiento de tres o más 
secuencias biológicas, generalmente proteínas, ADN o ARN. En general, se 
asume que el conjunto de secuencias de consulta que se ingresa como entrada 
(conjunto problema) tienen una relación evolutiva por la cual comparten un 
linaje y descienden de un ancestro común. Del alineamiento resultante, se 
puede inferir la homología, y puede llevarse a cabo el análisis filogenético para 
evaluar los orígenes evolutivos compartidos por las secuencias.  Entre los 
métodos que se utilizan para el alineamiento de las secuencias que se 
obtendrán están Maling, T-Coffee - ClustalW,  y POY. 
 
Los métodos de alineamiento progresivo son eficientes y pueden ser 
implementados en gran escala, para muchas secuencias, y se ejecutan, a 
menudo, en servidores web públicamente accesibles. Un método de 
alineamiento progresivo  popular es la familia ClustalW (Thompson et al. 
1994), cuyo acceso se proporciona en un buen número de portales Web. 
Diferentes portales o implementaciones pueden variar la interfaz con el usuario 
y hacer accesibles a éste diferentes parámetros. Se usa Clustal 
extensivamente en la construcción de árboles filogenéticos y como input para la 
predicción de la estructura de proteínas mediante modelado por homología. 
 
POY (Varón et al. 2007) es un programa para análisis filogenético de 
secuencias y otros datos que implementa procedimientos para buscar el árbol o 
los árboles para un set de datos. Para la optimización de datos no alineados, el 
algoritmo que determina el costo de edición es el de Sankoff (1975), POY 
implementa estrategias búsquedas heurísticas clásicas como branch swapping, 
treedrifting, treefusing, y ratcheting (Goloboff 1999 y Nixon 1999) y 
procedimientos heurísticos para optimizar secuencias en árboles como 
Optimización Directa  (Wheeler, 1996).  
 
1.6 EVOLUCIÓN MOLECULAR 
 
Cuando se estiman relaciones entre secuencias de ADN, es necesarion el uso 
de un modelo de sustitución nucleotídica (un modelo de evolución).  Estos se 
usan para describir los cambios del carácter como la tasa de cambio de un 
nucleótido a otro.  
 
El primer modelo desarrollado para describir la evolución molecular de una 
secuencia de ADN fue el propuesto por Jukes y Cantor (1969) (JC), quienes 
consideraban que todos los posibles cambios entre nucleótidos  ocurrían a tasa 
iguales.  Pero muchos genes muestran un sesgo de transiciones sobre 
transversiones, afectando la tasa de cambio de un nucleótido  a otro. Se 
pueden incorporar esas diferencias en las tasas de cambio al incorporar 
diferentes parámetros. Para un modelo de cambio simétrico se pueden tener 
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hasta 10 parámetros: 6 parámetros de tasas y 4 cuatro parámetros de 
frecuencia de nucleótidos. Figura 2. 
 
Los modelos más comunes de evolución molecular en orden de complejidad 
son: JC69  (Jukes and Cantor, 1969), K80  (Kimura, 1980), F81  (Felsenstein 
1981), HKY85  (Hasegawa, Kishino and Yano 1985),T92  (Tamura 1992), TN93  
(Tamura and Nei 1993) y GTR.  En la Figura 3. se describen las relaciones 
entre todos estos modelos que puede alcanzar 56 en total, con implementación 
de diferentes parámetros. 
 
 
Figura 2 Diferentes variables que se pueden considerar al definir un 
modelo de evolución molecular para una secuencia de ADN. Modificado 
de  Posada y Crandall, 2001 
. 
El programa Modeltest, versión 3.0 (Posada y Crandall 1998) calcula valores 
de verosimilitud para 56 modelos de evolución y los compara usando la prueba 
de verosimilitud jerárquica hLRT (Huelsenbeck and Crandall 1997) identificando 
el modelo que se ajusta a la evolución de la región en cuestión. 
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Figura 3.  Se muestran el total de los 56 modelos de evolución molecular 
que son implementados en el programa Modeltest, versión 3.0 (Posada y 
Crandall 1998) Tomado de Posada y Crandall, 2001 
 
1.7 REDES DE HAPLOTIPOS 
 
Las genealogías de genes trazan las relaciones evolutivas entre haplotipos 
(alelos en poblaciones) La  selección, fluctuación en tamaño poblacional, deriva 
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genética, aislamiento, afectan las relaciones genealógicas y geográficas de 
estos haplotipos, y de esta manera afectan las redes de haplotipos que se 
generan a partir de estos.  
 
La base del análisis genealógico es el “gene tree”, árbol del gen, el cual 
representa las relaciones genealógicas  entre alelos observados en especies. 
Una forma común de representar la genealogía es con una red de haplotipos. 
Fig 4. por el cual el número de cambios mutacionales entre alelos es 
minimizado, los alelos presentes actualmente en un gene tree usualmente 
están separados por más de un paso mutacional. El árbol de gen típicamente 
contiene un numero de alelos intermedios que son inferidos pues estos alelos 
no observados pueden haberse extinguido o perdido durante el muestreo, o tal 
vez nunca existido. (Schaal y Olsen, 2000) 
 
Las filogenias intraespecíficas presentan problemas particulares (por ejemplo, 
en una población pueden coexistir haplotipos ancestrales con sus 
descendientes) que no se resuelven de forma satisfactoria con los métodos 
desarrollados para la inferencia filogenética interespecífica, que asume que 
todos los taxones de la muestra de estudio son terminales. Es por esta razón 
que algoritmos especiales han sido propuestos para estudios a nivel 
poblacional. 
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Figura 4 Población hipotética, mostrando la distribución geográfica de los 
alelos; Genealogía de alelos) indicando la historia verdadera de la 
divergencia alelica con el tiempo; red de haplotipos mostrando las 
relaciones genealógicas inferidas entre alelos. Modificado de  Schaal B, 
Olsen K. ( 2000) 
 
 
TCS (Clement et al. 2000). es un programa de computador que implementa 
una estimación de genealogías de genes a partir de secuencias de ADN como 
lo describe Templeton et al. (1992) Esta estimación tambien es conocida como 
parsimonia estadística, se ha usado para inferir genealogías a nivel poblacional 
cuando las divergencias son bajas; el programa colapsa secuencias idénticas 
en haplotipos y calcula las frecuencias de estos en la muestra. Estas 
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frecuencias se usan para estimar probabilidades de distribución en la red de 
haplotipos Luego se establecen todas las conexiones iterativamente entre 
haplotipos empezando con las distancias más cortas y terminando cuando 
todos los haplotipos estén conectados. 
 
1.8 ANÁLISIS POBLACIONALES 
 
El estudio del flujo génico es un tema importante en biología evolutiva, puesto 
que es un componente importante en la estructura de las poblaciones. Se ha 
observado, en distintas especies, que los niveles estimados de flujo génico 
generalmente son altos (Riesberg y Burke, 2001) y pueden actuar como una 
fuerza que mantiene integrada a la especie, además de influir en procesos 
ecológicos.  
 
Mediante estos estimadores se pueden determinar la persistencia y adaptación 
de poblaciones locales, las tasas de extinción de las especies, la evolución de 
los rangos de distribución de las especies y otras propiedades ecológicas. 
Asimismo, si el flujo génico entre poblaciones de una especie es alto, todas 
ellas evolucionan de manera conjunta (a menos que sea contrarrestado por 
selección o deriva génica), pero si es  bajo, empiezan a divergir, lo que puede 
contribuir al aislamiento reproductivo y al establecimiento de linajes 
evolutivamente independientes (Slatkin, 1994). 
 
Gracias al desarrollo de técnicas y análisis moleculares, es posible estimar el 
flujo génico de una manera detallada. Se basan en observar la distribución 
espacial de los alelos en las poblaciones para hacer inferencias de los niveles o 
patrones de flujo génico en esas poblaciones (Slatkin, 1985). 
 
 
El modelo usado comúnmente para estimar flujo génico es el modelo de islas 
infinita de Wright (1951) figura 5. Este modelo considera el equilibrio entre un 
número infinito de islas o subpoblaciones de igual tamaño, que intercambian 
migrantes entre cualquiera de las islas con igual probabilidad, a una tasa 
constante. Las poblaciones pueden ser tratadas como réplicas, y el modelo se 
puede caracterizar con sólo dos parámetros: tamaño poblacional (N) y tasa de 
migración (m). La importancia de la deriva génica es proporcional a 1/N, 
mientras que la importancia del flujo génico es proporcional a m (Slatkin, 1985). 
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Figura 5  Modelo de islas, donde m es la tasa de migración. 
 
 
Wright (1951) introdujo un método para dividir el coeficiente de endogamia en 
una población subdividida, en un componente debido a apareamientos no 
aleatorios dentro de poblaciones (Fis) y otro componente debido a la 
subdivisión entre poblaciones (Fst). Fst es definido como:  
 
Fst = (HT – HS )/HT 
 
donde HT es el promedio de la heterocigosis esperada en la población total, 
para todos los loci, y HS es el promedio de la heterocigosis esperada dentro de 
subpoblaciones para todos los loci. Fst mide la variación de las frecuencias 
alélicas entre poblaciones, y por tanto la diferenciación genética entre ellas. Se 
relaciona con la migración de la siguiente manera: la tasa a la que un alelo se 
fija en una población es inversamente proporcional al tamaño efectivo de la 
población, Ne (N por simplicidad). Esta tasa de fijación puede ser 
contrarrestada por el flujo génico que llega de otras poblaciones a una tasa m. 
Estos factores llegan a un equilibrio en donde Fst es aproximadamente: 
 
Fst ≈ 1/ (4 Nm + 1) para genomas diploides 
Fst ≈ 1/ (2 Nm + 1) para genomas haploides 
 
Fst puede estimarse mediante aloenzimas o datos moleculares de ADN y el 
flujo génico efectivo puede posteriormente calcularse en el equilibrio de manera 
teórica como: 
 
Nm ≈ ¼ (1/Fst - 1) para organismos diploides 
Nm ≈ ½ (1/Fst - 1) para organismos haploides 
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Bajo este modelo, de acuerdo con Wright (1951), una tasa de migración >1 en 
cada generación es suficiente para contrarrestar la diferenciación genética 
debida a deriva génica. 
 
El DNAsp (DNA sequence polymorphism) (Rozas y Rozas, 1999)  es un 
programa diseñado para realizar el análisis de polimorfismo en datos de 
secuencias nucleotídicas, calcula varias medidas de la diversidad nucleotídicas 
dentro y entre poblaciones, en regiones codificantes y no codificantes, sitios 
sinónimos y no sinónimos, indicadores de subdivisión poblacional como Fst y 
Fis, Flujo génico M. Además incluye algunas pruebas de neutralidad y 
simulaciones basadas en procesos de coalescencia.  
 
Las pruebas de neutralidad permiten conocer si el gen está evolucionando 
neutralmente, es decir si su evolución no está afectada por los efectos de la 
selección. 
 
 En DNAsp (Rozas y Rozas, 1999) se implementan: el D de Tajima (1989), en 
el cual compara dos estimadores del parámetro de la población θ, uno basado 
en el numero de sitios segregantes en las muestra y otro basado en el número 
medio de diferencias entre pares de haplotipos.  D se basa en la diferencia 
entre ambos estimadores y tiene media cero y desviación 1. Si se detectan 
desviaciones significativas, estás son indicadoras de no neutralidad, pero el 
factor concreto que las explica puede ser difícil de distinguir. Así, por ejemplo, 
valores positivos de D pueden indicar selección positiva, selección 
equilibradora o bien una reducción del tamaño poblacional. Bajo un modelo 
neutral ambos estimadores deberían ser iguales pero las diferencias pueden 
darse bajo el efecto de la selección, poblaciones no estables, o tasas de 
mutación heterogéneas entre diferentes sitios. 
 
Otra  de las pruebas de Neutralidad es el de Fu y Li (1993) el cual se basa en 
la probabilidad de observar k o mas alelos en una muestra de un tamaño dado, 
condicionado a el número promedio de diferencias entre pares. La distribución 
del estadístico se obtiene al simular muestras de acuerdo a un valor de θ dado 
que se toma como el número promedio de diferencias entre pares.  
 
 Otras pruebas han incorporado información filogenética (por ejemplo una 
especie outgroup) para intentar estimar la dirección de los cambios y así tener 
una mayor potencia para detectar desviaciones frente a la hipótesis nula. Las 
pruebas de Fu y Li (Fu y Li., 1993) es parecido al anterior en que también 
calcula un estadístico D como la diferencia de dos estimas de θ. Esta prueba 
basado en que diferentes tipos de mutaciones se acumulan de forma diferente 
en una filogenia. Así, las mutaciones puramente neutrales pueden acumularse 
a lo largo de toda la filogenia, pero las mutaciones ligeramente deletéreas lo 
harán únicamente en las ramas externas, o lo que es lo mismo, son más 
recientes, puesto que la selección habrá tenido más tiempo para eliminar las 
mutaciones deletéreas que aparecieron hace más tiempo. 
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Fay y Wu (2000) también desarrollaron una prueba basada en el espectro de 
frecuencias esperado bajo condiciones de neutralidad debe estar enriquecido 
con mutaciones de baja frecuencia, siendo raras mutaciones con alta 
frecuencia. Esta prueba requiere de información filogenética y es 
especialmente sensible a los arrastres o barridos selectivos. Hay que tener en 
cuenta que un evento de selección positiva eliminará polimorfismo no solo en la 
posición responsable (el nucleótido concreto), sino en una amplia región de 
posiciones ligadas. Así, un arrastre selectivo elimina variación  rápidamente, 
pero también puede llevar a las variantes neutrales ligadas a tener frecuencias 
altas, dejando una señal que puede ser detectada por estas pruebas. 
 
1.9 ANÁLISIS DE LA INFORMACIÓN GEOGRÁFICA 
 
La distribución geográfica de la diversidad es un aspecto importante en todas 
las etapas de la exploración de los recursos genéticos y la conservación, sin 
embargo, es un parámetro difícil de visualizar y analizar.  Los SIG -Sistemas de 
Información Geográfica-  pueden combinar información sobre la diversidad 
genética con otros datos geo-referenciados, como la densidad de población, 
clima, topografía y tierras, agregando valor a los recursos genéticos y a los 
análisis realizados. También los  análisis SIG pueden ayudar a desarrollar 
estrategias de conservación, monitorear la diversidad genética, seleccionar los 
lugares de recolección potencial, el diseño de las reservas in situ y mejorar los 
recursos de uso genético.  
 
DIVA - GIS, (Hijmans et al., 2001) es un software que permite georeferenciar 
puntos, está específicamente diseñado para calcular índices de diversidad con 
base a la latitud, longitud y datos de caracterización de una serie de 
introducciones.  Es particularmente usado para mapear y analizar datos de 
biodiversidad como la distribución de especies o la distribución de un muestreo. 
Se puede usar el programa para analizar los datos, para hacer mapas raster –
en celdas- de la distribución de diversidad biológica, identificar áreas que tienen 
niveles de diversidad altos, bajos o complementarios, para identificar regiones 
de diversidad potencial  y  hacer mapeo de caracteres en las áreas de 
distribución. 
Otra forma de analizar los datos geográficos es con La prueba de Mantel, 
(Mantel, 1967) una prueba en la cual se calcula la significancia de la 
correlación o las correlaciones parciales entre 2 o 3 matrices mediante un 
proceso de permutación. La prueba es usada comúnmente en estudios 
evolutivos donde los datos son usualmente estimadores de la distancia 
genética entre especies o introducciones, La otra matriz puede contener datos 
sobre la distancia geográfica entre estas. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
 
 
 
2.1 OBJETIVO GENERAL 
 
 
• Establecer la estructura poblacional de Cucurbita moschata  e identificar 
las relaciones genealógicas de los haplotipos y su asociación con la 
distribución geográfica 
 
 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
  
• Determinar la diversidad genética y evolución molecular de ITS. 
• Determinar la genealogía de introducciones y de haplotipos de Cucurbita 
moschata. 
• Establecer la estructura poblacional de Cucurbita moschata usando la 
secuencia nuclear de ITS. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
3.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
 
 
Se utilizó germoplasma de origen Mesoamericano de Cucurbita moschata y 
Cucurbita argyrosperma sp. sororia, provenientes de donaciones realizadas por 
de instituciones centroamericanas, como el CATIE en Costa Rica y INIFAP en 
México.  Todas las introducciones eran variedades tradicionales o variedades 
silvestres.  También se utilizaron introducciones colombianas de la colección de 
germoplasma de la UNAPAL que se mantiene en CEUNP. 
 
 
3.2 ANÁLISIS DE LA INFORMACIÓN GEOGRÁFICA. 
 
Todas las introducciones fueron georeferenciadas en el programa DIVA-GIS 
(Hijmans et al., 2001). Cuando las introducciones no tenían coordenadas 
geográficas, estas fueron obtenidas por medio de gazeeters que están 
incluidas en el software. En este se realizaron análisis de riqueza del muestreo 
así como se delimitaron tres poblaciones con base a la posición geográfica de 
las introducciones. 
 
 
 
 
3.3 EXTRACCIÓN DE ADN. 
 
La extracción de ADN se efectuó a partir de hojas jóvenes de plántulas, en el 
Laboratorio de biología molecular de la UNAPAL. Se realizó un protocolo, 
utilizando el detergente  SDS (Dellaporta et al. 1983) para todas las muestras. 
Anexo A. 
 
3.4 AMPLIFICACIONES POR PCR 
 
Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron en un 
termociclador PTC-100 BIORAD, y se prepararon los cocteles con reactivos y 
concentraciones como se describe, para un n=10, en el ejemplo de la Tabla 1, 
Los primers para cada una de las regiones que se evaluaron y sus referencias 
bibliográficas, se describen en la Tabla 2. 
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Tabla 1 Formula PCR. 
muestra [ ] inicial  [ ] final volumen ul total ul * n 
TAQ 5u / uL 1,25 mM 0.25 2.5 
DNTP'S 1,25 mM 0.2 mM 4 40 
MGCL2 25 mM 3 mM 3 30 
PRIMER 10uM 0,1 uM 0.25 2.5 
PRIMER 10uM 0,1 uM 0.25 2.5 
BUFFER 
TAQ 10X 1X 2.5 25 
H2O     13.75 137.5 
DNA 10 - 100 ng/ uL 10 - 100 ng/ uL 1   
VOL 
TOTAL     25 240 
 
 
 
 
Tabla 2 Regiones exploradas en la prueba preliminar. ITS y loci 
cloroplásticos: rpl32-trnL, ndhF-rpl32, 3’rps16–5’trnK(UUU), 3’trnV-ndhC, 
rbcL y psbA-trnH. 
Región Secuencias de primer Referencias 
ITS4 
ITS5A 
TCCTCCGCTTATTGATATGC 
CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG 
White et al. 
1990 
rpl32-trnL trnL(UAG): CTG CTT CCT AAG AGC AGC GT 
rpL32-F: CAG TTC CAA AA A AAC GTA 
Shaw et al. 
2007 
 
ndhF-rpl32 rpL32-R: CCA ATA TCC CTT YYT TTT CCA A 
ndhF: GAA AGG TAT KAT CCA YGM ATA TT 
Shaw et al. 
2007 
3’rps16–
5’trnK(UUU) 
rpS16x2F2:  AAA GTG GGT TTT TAT GAT CC 
trnK(UUU)x1: TTA AAA GCC GAG TAC TCT ACC 
Shaw et al. 
2007 
3’trnV-ndhC 
 
trnV(UAC)x2: GTCTACGGTTCGARTCCGTA 
ndhC:TATTATTAGAAATGYCCARAAAATATCATATTC 
Shaw et al. 
2007  
rbcL rbcLa_rev: GTAAAATCAAGTCCACCYCG               
rbcLa_for: ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 
Kress et al. 
2005 
psbA-trnH psbA3'f  GTTATGCATGAACGTAATGCTC 
trnHf CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 
Kress et al. 
2005 
 
 
Las condiciones de los ciclos de PCR fueron: desnaturalización a 80°Cpor 
cinco minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturalización a 95°C por un 
minuto, alineamiento de los primers a 50°C por 1 mi nuto, seguido por una 
rampa i. e. incremento gradual de 0.3°C/s hasta 65° C. una extensión de primer 
a 65°C por 4 minutos, seguida por un paso de extens ión final de 5 minutos a 
65°C. 
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3.5 SECUENCIAMIENTO Y EDICIÓN DE SECUENCIAS. 
 
Los productos de amplificación, (Productos PCR), fueron enviados a 
MACROGEN INC. Para su purificación y secuenciamiento. 
 
Las secuencias fueron editadas, en el programa ChromasPro (ChromasPro 2.1, 
Technelysium Pty Ltd, Tewantin QLD, Australia), manualmente, identificando 
posibles errores, eliminando regiones en las cuales el cromatograma no era 
confiable. Posterior a la edición de las secuencias se procedió al análisis de los 
datos. 
 
 
3.6 PRUEBA PRELIMINAR  DE VARIACIÓN DE SECUENCIAS EN 
CUCURBITA MOSCHATA. 
 
Para identificar regiones de alta variabilidad, se realizó un análisis de 
diversidad genética preliminar para siete regiones - ITS y loci cloroplásticos: 
rpl32-trnL, ndhF-rpl32, 3’rps16–5’trnK(UUU), 3’trnV-ndhC, rbcL y psbA-trnH, en 
siete introducciones seleccionadas en base a su diversidad morfológica y 
geográfica. Se calculó, para cada loci: diversidad haplotípica de Nei (Nei, M. 
1987), numero de haplotipos y numero de sitios polimórficos. 
 
3.7 ANÁLISIS DE LOS DATOS 
 
Alineamiento 
Las secuencias de ADN de las regiones útiles, previamente editadas, fueron 
alineadas usando alineamiento múltiple de ClustalX (Thompson et al., 1994) 
acoplado en el programa Bioedit. (Hall., 1999) 
 
 
 
Diversidad Genética  
Las pruebas de neutralidad de Tajima D (Tajima, 1989) y de Fu & Li D * (Fu y 
Li, 1993) se usaron para determinar si el gen está evolucionando neutralmente. 
La diversidad haplotípica de Nei (Nei, M. 1987) o Heterocigocidad,  se 
calcularon con DnaSP (Rozas y Rozas, 1999). Se determinó el modelo de 
sustitución nucleotídica que rige la región ITS con Modeltest, versión 3.0 
(Posada y Crandall 1998). 
 
 
Determinación de la genealogía  
 
Para la  reconstrucción de la genealogía se utilizaron dos metodologías: 
 
1.) Se realizaron análisis filogenéticos con un criterio de parsimonia, en el 
software PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002), se efectuaron búsquedas heurísticas 
usando la opción de intercambio de ramas, bisección  y reconexión de arboles.   
(tree-bisection-reconnection = TBR). 
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2.) Se construyó una red de haplotipos, identificando primero estos por medio 
del software DNAsp, y luego la red de haplotipos, fue creada y editada con el 
programa NETWORK 4.5.1.6. mediante un algoritmo de Median Joining  
(Bandelt et al.  1999). Tanto en el árbol como en la red resultante  se mapeó la 
información geográfica y la especie de cada haplotipo/introducción.  
 
 
Estructura Poblacional  
 
Para determinar la distribución de la variación dentro y entre poblaciones se 
utilizó el programa DNAsp,  en el cual se calcularon los valores de subdivisión 
poblacional Fst y flujo génico Nm según Hudson et al.(1992).  Se delimitaron 
las poblaciones con base a su posición geográfica. Se realizaron análisis entre 
pares de poblaciones para examinar las relaciones evolutivas entre estas. 
 
 
Prueba de Mantel 
 
Se realizó una prueba de Mantel en el software PopTools (Hood, 2009), para 
probar la correlación entre la distancia geográfica y genética entre poblaciones. 
Se necesitaron dos matrices, una de distancias genéticas y otra de distancias 
geográficas. La matriz de distancias geográficas fue generada por el programa 
DIVA-GIS (Hijmans et al., 2001) y la matriz de distancias genéticas fue 
generada por el programa PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002). Posteriormente en 
el Programa PopTools (Hood, 2009), se realizaron 100 permutaciones, y se 
identifico el grado de correlación  entre las distancias geográficas y genéticas 
del conjunto de datos. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSION 
 
 
 
 
 
4.1 MATERIAL BIOLÓGICO.  
 
Un total de 66 introducciones  provenientes de México, Centroamérica y 
Colombia, Tabla 3 fueron incluidas en el análisis. 
 
Tabla 3 Introducciones de Cucurbita moschata y Cucurbita argyrosperma 
spp. sororia, utilizadas para el análisis filogeográfico. C. sororia= 
Cucurbita argyrosperma spp. sororia 
id especie país latitud longitud 
1235 C. moschata México -91.949167 16.338056 
1234 C. moschata México -91.918056 16.352500 
1244 C. moschata México -91.918056 16.352500 
1213 C. moschata México -93.426667 16.707500 
419 C. moschata México -93.375000 16.762500 
890 C. moschata México -105.289167 28.032222 
1120 C. moschata México -99.523056 18.914722 
1222 C. moschata México -100.796667 20.598333 
1208 C. moschata México -103.600000 20.010278 
1205 C. moschata México -104.326944 19.677500 
1200 C. moschata México -104.203333 19.718611 
1206 C. moschata México -104.203333 19.718611 
1209 C. moschata México -98.888333 18.952222 
1204 C. moschata México -98.924444 18.657222 
1229 C. moschata México -98.924444 18.657222 
1212 C. moschata México -104.367222 20.767222 
1236 C. moschata México -96.161944 17.062500 
802 C. moschata México -98.968056 21.483333 
786 C. moschata México -98.991389 21.363333 
215 C. moschata México -97.868611 22.255278 
677 C. sororia México -101.551111 17.644444 
1207 C. sororia México -104.203333 19.718611 
1202 C. sororia México -104.082500 19.867500 
1218 C. sororia México -104.217778 19.871667 
954 C. sororia México -107.398056 24.791944 
908 C. sororia México -108.645833 28.430278 
1248 C. sororia& México -103.989167 19.957778 
id especie país latitud longitud 
pan3 C. moschata Panamá -82.430677 8.314444 
mex 5 C. moschata México -103.600000 20.010278 
cr7 C. moschata Costa Rica -83.722786 10.277267 
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gua9 C. moschata Guatemala -89.322694 15.124887 
cr12 C. moschata Costa Rica -83.286256 8.910991 
sal14 C. moschata Salvador -88.150837 13.467219 
gua16 C. moschata Guatemala -90.735262 14.553416 
mex 18 C. moschata México -103.600000 20.010278 
sal19 C. moschata Salvador -88.896530 13.794185 
mex66 C. moschata México -103.600000 20.010278 
sal21  C. moschata Salvador -88350647 13.512270 
mex32 C. moschata México -103.600000 20.010278 
nic24 C. moschata Nicaragua -86.111458 12.009129 
cr25 C. moschata Costa Rica -83.286256 8.910991 
hon49 C. moschata Honduras -87.703606 14.393394 
hon27 C. moschata Honduras. -87.824265 14.585542 
sal28 C. moschata Salvador -87.894245 13.488644 
nic30 C. moschata Nicaragua -86.111458 12.009129 
mex35 C. moschata México -103.600000 20.010278 
hon36  C. moschata Honduras -87.933480 13.998483 
sal37 C. moschata Salvador -89.267660 13.972866 
col42 C. moschata Colombia -75.185579 10.773725 
col43 C. moschata Colombia -74.242866 11.019260 
hon47 C. moschata Honduras -87.703606 14.393394 
col50 C. moschata Colombia -75.185579 10.773725 
col54 C. moschata Colombia -74.242866 11.019260 
col60 C. moschata Colombia -74.242866 11.019260 
nic63 C. moschata Nicaragua -85.437557 12.949844 
mex64 C. moschata México -103.600000 20.010278 
cmcol121 C. moschata Colombia -74.177884 11.228218 
cmcol128 C. moschata Colombia -74.050886 8.930911 
cmcol118 C. moschata Colombia -74.153633 9.074785 
cmcol110 C. moschata Colombia -74.369892 9.292736 
cmcol113 C. moschata Colombia -74.410022 9.172201 
cmcol100 C. moschata Colombia -74.808171 10.985396 
cmcol80 C. moschata Colombia -74.124753 9.419598 
cmcol105 C. moschata Colombia -74.728918 9.257953 
colwild no identificado Colombia -74.728918 9.257953 
 
El origen de las introducciones se describen en la Figura 6. Se aprecia que la 
mayoria de las introducciones analizadas son mexicanas, más de la mitad 
(51%) del total de introducciones. Aunque Colombia posee el segundo lugar en 
aporte de introducciones estas están restringidas a centros urbanos de la zona 
Caribe del país, colectadas en las principales ciudades de la costa norte 
Colombiana. Otros países centroamericanos con representación en el presente 
estudio son Costa Rica, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panamá y El 
Salvador, todas estas introducciones provienen de la colección de CATIE. 
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Figura 6 Países incluidos en el análisis. 
 
 
En la  figura 7. Se muestran la distribución del muestreo de las dos especies 
incluidas en el estudio Cucurbita moschata y Cucurbita sororia spp. 
argyrosperma, esta última con una distribución restringida a México. Se 
muestra la riqueza del muestreo, la cual es mayor en México y la costa norte de 
Colombia. Figura 8. Se delimitaron tres poblaciones, Mexicana, Colombiana y 
Centroamericana, Figura 9. con base en la localización de las introducciones 
luego de la georeferenciación realizada con DIVA GIS.  
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Figura 7 Distribución de Cucurbita moschata (círculos rojos) y Cucurbita 
argyrosperma spp sororia (triángulos azules). 
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Figura 8 Riqueza del muestreo. 
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Figura 9 Poblaciones delimitados con base en información geográfica. 
Rojo: Mexicana. Verde: Centroamericana, Azul: Colombiana. 
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4.2 PRUEBA PRELIMINAR  DE VARIACIÓN DE SECUENCIAS EN 
CUCURBITA MOSCHATA 
 
Las siete introducciones utilizadas en esta prueba fueron: hon27, 954, gua16, 
mex35, pan3, col54 y col60.  seleccionadas con base en su diversidad 
morfológica y geográfica. Se amplificó cada loci, en cada una de las 
introducciones.  
Posterior a la edición y alineamiento de secuencias por loci, se obtuvieron 
matrices de datos con número de sitios totales como se describe en la Tabla.4 
Las regiones 3’rps16–5’trnK(UUU), 3’trnV-ndhC y rbcL, no presentaron 
variación, es decir la secuencia fue idéntica en todas las introducciones. El 
locus ITS la única región nuclear explorada, fue el más polimórfico, la región 
cloroplástica ndhF-rpl32 también tuvo un alto polimorfismo. Con valores 
intermedios de variación los loci rpl32-trnL y psbA-trnH con dos haplotipos 
encontrados respectivamente.  
 
Tabla 4 Variabilidad de siete regiones. Diversidad Haplotipica Hd  y Pi 
Diversidad Nucleotídica (π) (Nei 1987) 
Locus No. de 
sitios 
No. de sitios  
polimórficos 
Diversidad 
Nucleotídica (Pi) 
Diversidad 
Haplotipica (Hd) 
ITS4-ITS5A 587 14  0.01097 1.000 
ndhF-rpl32 552 5  0.00343 0.905 
rpl32-trnL 580 2  0.00127 0.333 
psbA-trnH 245 2  0.00163 0.200 
3’rps16–
5’trnK(UUU) 
227 0 0.00000 0.000 
3’trnV-ndhC 818 0 0. 00000 0.000 
rbcL 517 0 0. 00000 0.000 
 
 
Esta prueba preliminar de variación de secuencias en Cucurbita moschata 
permitió identificar la región nuclear ITS, como el locus con mayor variabilidad a 
nivel intraespecifico y se seleccionó para realizar el análisis de diversidad 
genética en las introducciones disponibles. 
 
4.3 EXTRACCIÓN DE ADN. 
Las extracciones de ADN fueron exitosas, resultando un ADN de concentración 
mayor a 50ng/uL en todas las introducciones. Figura 10.  En la figura se 
muestran las fotos de los geles de agarosa al 0,8% en los cuales se observa la 
calidad del ADN extraído, de las colecciones importadas de los centros CATIE 
Fig 10a. y de INIFAP más las introducciones colombianas de UNAPAL Fig 10b.  
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a
b 
Figura 10 Geles de extracción de ADN. a  Colección CATIE. b. Colección 
INIFAP y CEUNP. 
 
 
Estos ADN se encuentran en el Banco de ADN del Laboratorio de Biología 
Molecular y Celular de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. 
 
 
4.4 AMPLIFICACIÓN DE ITS 
 
La región ITS amplificó en altas concentraciones, mayores a 50ng/uL en todas 
las introducciones,  la figura11 muestra la concentración mayor a 50ng/uL en 
algunos de los productos PCR obtenidos. 
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Figura 11 Muestra de amplificados de ITS. 
 
 
 
 
4.5 ALINEAMIENTO 
 
Se realizó el  alineamiento de secuencias de la región ITS en las 66 
introducciones de la Tabla 3. Se produjo una matriz de datos de 587 
caracteres, Anexo B. de los cuales 39 fueron polimórficos.  Se pudieron 
identificar 21 haplotipos, (h:21), resultando una diversidad haplotípica (génica) 
para ITS,  de  Hd de 0.866. 
 
 
4.7 EVOLUCIÓN DE ITS 
 
El modelo de evolución seleccionado seleccionado fue (K80+I+G).  Este 
modelo distingue entre transiciones (de A <-> G, i. e. de purina a purina, o C <-
> T de pirimidina a pirimidina ) y transversiones (de purina a pirimidina o 
viceversa) también asume frecuencias de las bases iguales, es decir 
( ).   
 
Se realizaron pruebas de neutralidad para identificar las fuerzas evolutivas 
actuando sobre ITS, los resultados de estas pruebas son: D de Tajima T-D: -
2.26931     Significancia estadística: **, P < 0.01; D de Fu y  Li: FL-D: -2.49279,     
Significancia estadística: *, P < 0.05,       Hn Normalizado de Fay y Wu,  FW-
    1    2  3   4   5   6  7   8  9  10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20  
    21  22 23  24 25  26 27  28 29  30  31 32  33 34 35 36  37 38  39 40  
 41  43  44   45  t      otros amplificados  compañeros 
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Hn: -1.69692. Estos valores negativos son muestra de un exceso de alelos 
raros lo cual coincide con un escenario de selección positiva. Estos valores 
están asociados a selección reciente que puede estar actuando en o cerca del 
locus ITS. 
 
 
4.8 DETERMINACIÓN DE LA GENEALOGÍA 
 
El árbol filogenético Figura 12, muestra una clara estructura de las 
introducciones de Cucurbita moschata. Como grupo externo se tiene una 
Cucurbita aun no identificada, pero que claramente no pertenece a ninguna de 
las especies estudiadas, la distancia genética evidente en la topología, indica 
su agrupamiento fuera de este grupo de especies Cucurbita moschata y 
Cucurbita argyrosperma spp. sororia. Esta última especie se encuentra en una 
posición basal en la topología (color negro), agrupada en esta posición le 
siguen las introducciones ubicadas en la población Colombiana (color azul).  En 
la parte intermedia de la topología se observa una mezcla de introducciones de 
todas las poblaciones predominando las de la población Centroamericana 
(verde) con una clara gradación hasta la parte superior de la topología en la 
cual solo se encuentran introducciones de la población Mexicana. (roja).  
 
Este árbol filogenético pone en evidencia una estructura geográfica, en la 
variación de ITS con un agrupamiento de las introducciones de acuerdo a su 
origen geográfico. Es también  interesante observar que a pesar de no existir 
aislamiento reproductivo de Cucurbita moschata y Cucurbita argyrosperma spp. 
sororia, este análisis filogenético muestra una clara separación de estas dos 
especies, a excepción de la introducción 1248 la cual es un hibrido de ambas.  
 
 
También es significativa la posición basal de las introducciones colombianas, 
más cercanas a las introducciones del pariente silvestre Cucurbita 
argyrosperma spp. sororia, de origen mexicano, que las mismas introducciones 
de la población mexicana, esto puede ser un indicativo de que la historia 
evolutiva, desde los parientes silvestres - Cucurbita argyrosperma spp. sororia -
, hasta las formas domesticadas y mejoradas de Cucurbita moschata tiene una 
dirección geográfica, sur-norte, al igual que este árbol.  
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Figura 12 Topología resultante del análisis con parsimonia donde se 
observan las relaciones genealógicas entre introducciones. 
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En la Figura 13  se muestran los resultados de la red de haplotipos que 
también es una inferencia de la genealogía de esta especie. Se pudieron 
identificar 20 haplotipos en el grupo interno, el haplotipo 21 pertenece a una 
cucurbitácea aun no identificada que fue usada como grupo externo (outgroup) 
para los análisis. Las introducciones asignadas a cada haplotipo por medio del 
software DNAsp (Rozas y Rozas, 1999).  se encuentran en el Anexo 2. En la 
red de haplotipos se mapeó la proporción de cada población en cada haplotipo 
Figura 13  y 14. También se mapeo la distribución de la especie silvestre 
Cucurbita argyrosperma spp. sororia,   en la genealogía Figura 15.  Contrario a 
lo esperado no existe un haplotipo único para la especie silvestre, estos 
haplotipos compartidos ponen en evidencia el continuo flujo genético entre las 
dos especies, y la no existencia de barreras reproductivas entre ellas (Lira, 
1995; Montes Hernández et al., 2002) Existen haplotipos únicos para las 
poblaciones mexicana y centroamericana. Esto evidencia la existencia de 
acervos genéticos únicos en esta área.  Los haplotipos 1, 2, 3  y 7 se 
encuentran en todas las poblaciones. La población colombiana solo posee un 
haplotipo único. 
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Figura 13 Red de haplotipos con los pasos mutacionales 
en rojo.  
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b 
 Figura 14 Red de haplotipos con las poblaciones mapeadas. 
Rojo: Mexicana. Verde: Centroamericana, Azul: Colombiana.  
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c  
 
 
 
4.9 ESTRUCTURA POBLACIONAL. 
 
Para el total de poblaciones, excluyendo el grupo externo, el valor de Fst: 
0.07244, indica que las subpoblaciones se comportan como una población 
Figura 15 Red de haplotipos con las especies mapeadas, 
en Negro: Cucurbita argyrosperma spp. sororia, 
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panmíctica, o sea, que entre ellas no hay diferencias en las frecuencias 
alélicas. Este resultado es concordante con el alto nivel de flujo génico Nm: 
3.20 dentro de la especie Cucurbita moschata y también con la especie 
silvestre Cucurbita moschata spp sororia  que ha sido también reportado por 
Lira, (1995) y  Montes Hernández et al., (2002) 
 
Para entender más la estructura poblacional se realizó un análisis por pares de 
poblaciones. La Tabla 6. muestra una descripción de las poblaciones donde se 
puede observar que la población colombiana, es la menos representada y con  
menor diversidad haplotípica. La población centroamericana a pesar de tener 
una representación significativamente inferior a la población mexicana, 
presenta valores de diversidad haplotípica casi idénticos a esta, lo cual indica la 
gran diversidad genética existente en esta área. 
 
Tabla 5 Descripción de poblaciones. Diversidad Haplotipica (Hd) 
  
N° de 
introducciones 
N° de sitios  
polimórficos 
Diversidad  
Haplotipica 
Mexicana 34 17 0.90731 
Colombiana 13 5 0.78205 
Centroamericana 18 10 0.90481 
 
Los estadísticos de subdivisión poblacional Fst y distancia Dxy, entre pares de 
poblaciones se muestran en la Tabla 7. 
 
Tabla 6 Estadísticos Fst y Dxy  entre pares de poblaciones de Cucurbita 
moschata 
Población1 Población2 Fst Dxy 
Mexicana Colombiana 0.05807 0.00536 
Mexicana Centroamericana 0.0147 0.00718 
Colombiana Centroamericana 0.15247 0.00615 
 
 
Con relación a los estimadores de subdivisión poblacional como Fst, se 
esperaría que estos valores fueran mayores a medida que se incrementa la 
distancia geográfica de las poblaciones, indicando que existe una 
diferenciación genética significativa entre estas. De la misma manera se 
esperaría que la distancia genética estuviera correlacionada positivamente con 
la distancia geográfica. Contrario a lo esperado, el mayor valor de Fst: 0.0147 
se obtiene entre las poblaciones vecinas colombiana y centroamericana. Se 
hace evidente la similitud entre las poblaciones mexicana y centroamericana 
con su Fst reducido.  
 
 
Prueba de Mantel 
 
La función de Mantel da como resultado los coeficientes organizados en orden 
ascendente, para las 100 permutaciones realizadas. Anexo D.  El valor 
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promedio de la prueba de Mantel es  0.01355, lo  cual indica una leve 
correlación entre la distancia geográfica y la distancia genética. Los 
estadísticos descriptivos para el total de permutaciones de la prueba de mantel  
se describen en la Tabla 8. Se observa que las 100 permutaciones de las 
matrices permitieron encontrar valores de correlación en un amplio rango.  Pero 
como se muestra en el histograma de la Figura 16, los coeficientes de 
correlación en las 100 permutaciones se encuentran entre los valores de 0 y 
0,2.  
 
Es claro que la correlación es  baja, pero si existe. La posible homogeneidad 
genética se debe al alto grado de flujo génico existente en la población. Estos 
resultados están en concordancia con los resultados obtenidos del análisis 
filogeográfico realizado en la medida que si se encontró una estructura 
geográfica congruente con la variabilidad de  ITS, como es evidente en el árbol 
de la Figura 12.  
 
 
Tabla 7 Estadísticos descriptivos para el total de permutaciones de la 
prueba de Mantel. 
Media 0.01355   
Desviación estándar 0.171197   
Mínimo -0.03946   
Máximo 0.959439   
 
 
 
 
Figura 16 Histograma. Valor de correlación en las 100 permutaciones 
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES 
 
 
 
 
 
 
El análisis filogeográfico realizado, muestra que a pesar del flujo génico (Nm: 
3.20), existe una estructura genética que está correlacionada con la estructura 
geográfica dentro de la especie. Esto se hace evidente en la topología 
generada mediante parsimonia  y con los resultados de la prueba de Mantel 
que aunque bajos, son positivos. En el análisis de la topología se observa una 
direccionalidad sur norte de las relaciones filogenéticas de las introducciones. 
También es  interesante el hecho del agrupamiento de la especie Cucurbita 
argyrosperma spp sororia con la población colombiana. Este agrupamiento 
lleva a plantear la hipotesis que la domesticación de Cucurbita moschata a 
partir de un pariente silvestre, se realizó en Sur América. 
 
En contraste,  los resultados de los estimadores de subdivisión poblacional 
para toda la muestra, (Fst: 0.07244) son  bajos, sugiriendo que no hay 
subdivisión genética entre las poblaciones que fueron establecidas: 
colombiana, centroamericana y mexicana. Este resultado puede explicarse por 
la arbitrariedad de la asignación a las poblaciones geográficas. Realmente 
estas introducciones no son poblaciones naturales sensu stricto, son 
introducciones de bancos de germoplasma y probablemente cada una de ellas 
represente una población única. Para los fines del presente estudio y de 
manera  objetiva se asignaron en poblaciones  geográficas, de acuerdo al 
origen.  
 
 Otro resultado que es contrastante son los valores de subdivisión poblacional 
entre pares de poblaciones, en los cuales la comparación entre población 
centroamericana- población colombiana, presentó el valor de subdivisión más 
alto entre los pares de comparaciones, evidenciando una diferenciación 
genética de las dos poblaciones, a  pesar de su mayor cercanía geográfica. En 
el árbol de la Figura 12. se pueden observar introducciones mexicanas 
agrupadas con las colombianas que dan explicación a la menor subdivisión 
evidente entre la comparación del par de poblaciones colombiana y mexicana.  
Esta menor subdivisión entre estas dos áreas se hipotetiza puede deberse a un 
mayor intercambio entre México y Colombia que con los otros países 
centroamericanos  incluidos en el muestreo. 
 
Todos estos resultados muestran un alto flujo génico en la especie, producto de 
su alogamia,  que homogeniza la variabilidad genética del muestreo. El flujo 
génico queda  claro en la red de haplotipos,  Figura 13,  en la cual no se 
observa una estructura geográfica. La red de haplotipos muestra la población 
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panmíctica, en la cual todas las regiones tienen los haplotipos predominantes. 
Aunque es de resaltar algunos haplotipos únicos para la especie Cucurbita 
argyrosperma spp. sororia, y para cada una de las poblaciones. Poder 
identificar estos haplotipos únicos es importante pues de esta manera se 
estima la magnitud de la diversidad por áreas en la medida de secuencias 
únicas –haplotipos para cada una de ellas. 
 
Es preciso hacer un análisis comparativo de los dos métodos empleados para 
reconstruir las relaciones genealógicas de Cucurbita moschata. La red de 
haplotipos colapsa todas las introducciones en haplotipos, en este caso 
pasamos de 66 introducciones/secuencias, a 21 haplotipos, incluyendo el grupo 
externo. Esta baja en el numero de terminales es ya de por sí una pérdida de 
información valiosa. En el presente trabajo, fue la topología resultante del 
análisis de parsimonia, Figura 12, la cual proporcionó una información más 
precisa que permitió examinar con más detalle la distribución  geográfica de la 
variación de ITS. Las redes de haplotipos pueden ser más útiles con valores de 
muestreo más altos, y  mayor números de haplotipos  en los que el uso de 
éstos pueda simplificar los análisis, en el caso del presente estudio, se puede 
concluir que las redes de haplotipos fueron menos informativas que las 
topologías obtenidas por parsimonia. 
 
Desde el punto de vista molecular, este trabajo muestra la evolución de 
Cucurbita moschata a través de la evolución de ITS.  Álvarez y Wendel, (2003) 
reportan que el 66% de los trabajos publicados que tenían comparaciones a 
nivel de género o inferiores incluían datos de secuencia de ITS. Las ventajas y 
la popularidad de ésta región son: 1.) La universalidad de sus primers, 2.) el 
hecho de que sea multicopia y pequeño, en angiospermas su rango es de 500 
a 700 pares de bases, hay cientos de miles de copias en el genoma de una 
planta, estas dos características facilitan  la amplificación por PCR, y 3. su alta 
variabilidad intragenómica, que como se muestra en la Tabla 9, es 
consistentemente  más variable que sus contrapartes cloroplásticas. Esto en 
concordancia con los resultados obtenidos en el presente trabajo en el cual ITS 
resultó ser la región más variable de todas las estudiadas.  Para próximos 
trabajos se propone a ITS junto con la región cloroplástica ndhF-rpl32 la cual 
mostró valores de diversidad haplotípica altos, como loci candidatos para 
análisis poblacionales y filogeográficos. 
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Tabla 8 Comparación de ITS con regiones cloroplásticas. Modificado de 
Álvarez y Wendel 2003 
 
Articulo    Región N total     sitios polimórficos 
 
 
 
. 
 
 
Debe resaltarse la importancia de las colecciones de germoplasma, bancos de 
ADN y bases de datos. Este trabajo no tuvo una  etapa de colecta de campo, 
todos los materiales provinieron de colecciones de germoplasma, en CATIE, 
INIFAP y el banco de semillas  de la Universidad Nacional de Colombia sede 
Palmira. El manejo que se le dé al germoplasma, en el sentido de  preservar su 
viabilidad, de su protección sanitaria y  la conservación de la calidad genética 
es de vital importancia para el desarrollo de proyectos de investigación  de 
diversidad genética, evolución y mejoramiento. 
 
Los resultados obtenidos en la población colombiana, la cual tuvo el valor más 
bajo de diversidad haplotípica, pueden deberse a que a pesar de que un área 
del país tuvo valores altos en la riqueza del muestreo, el número de 
introducciones incluidas fue  bajo y esto puede crear un sesgo al compararse 
con la población mexicana,  que es el 51% de la muestra.  Por otra parte, 
pueden ser problemas de manejo de la colección y pureza de las 
introducciones,  que homogenizan las características genéticas de éstas. Es 
53 
 
por estas razones que para determinar la diversidad genética de Cucurbita 
moschata en Colombia se propone realizar nuevas colectas de la mano de un 
equipo de conservacionistas que aseguren el adecuado manejo de este 
recurso fitogenético. 
 
Este análisis filogeográfico de ITS en Cucurbita moschata y su pariente 
silvestre pone en perspectiva responder preguntas evolutivas inconclusas en la 
especie como lo es su centro de origen. Con este fin se propone ampliar el 
muestreo a variedades tradicionales y parientes silvestres con una distribución 
más sureña, en países, como Ecuador,  Perú y Bolivia, debido a que los fitolitos 
mas antiguos reportados para la especies se encuentran en Perú. (Dillehay et 
al 2007). También sería interesante incluir otras especies silvestres del genero, 
como Cucurbita ecuadorensis, en el Ecuador.   
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ANEXOS 
 
 
ANEXO A.  PROTOCOLO DE EXTRACCIÓN DE ADN DELLAPORTA (1983) 
 
 
 
Preparación del Buffer de Extracción. 
Reactivo Stock 50 ml 100 ml 250 ml 
Tris HCl 100 mM 1M pH 8.0 5 ml 10 ml 25 ml 
EDTA 50 mM pH 8.0 0.5 M pH 8.0 5 ml 10 ml 25 ml 
NaCl 500 mM 5M 5 ml 10 ml 25 ml 
 
• Ajustar al volumen con agua desionizada. 
• Autoclavar por 15 minutos 
• Adicionar 1% relación P/V PVP, disolver agitando (0.5, 1 y 2.5 gramos 
respectivamente). 
• Adicionar 2% V/V de Beta Mercaptoetanol (1, 2 y 5 ml respectivamente) 
 
Paso Descripción 
1 Preparar un baño maría a 65 ºC y colocar el buffer de extracción. 
2 Marcar los tubos de 1.5 ml ( 2 juegos)  
3 Macerar de 20 a 30 mg de tejido foliar joven pero maduro en Nitrógeno 
liquido 
4 Transferir el tejido a un tubo de 1.5 ml usando una espátula. 
5 Adicionar 800 ul de Buffer de extracción y 55 ul de SDS 20% 
6 Mezclar bien el tejido con el Buffer usando vortex o una punta. 
7 Incubar a 65 ºC por 20 minutos, invirtiendo periódicamente 
8 Adicionar 250 ul de Acetato de Potasio 5M frió y mezclar 
9 Incubar en hielo 20 minutos en agitación. 
10 Centrifugar a 12.000 RPM por 10 minutos 
11 Transferir 800 ul de sobrenadante a un tubo nuevo 
12 Adicionar 640  ul de Isopropanol frió y mezclar 8-10 veces. 
13 Incubar a –20 ºC por 2 horas 
14 Centrifugar a 12.000 RPM por 10 minutos 
15 Remover el Isopropanol y secar las gotas con toalla 
16 Adicionar 500 ul de T50 E10 e incubar a 65 ºC por 15 minutos, mezclar. 
17 Adicionar 400 ul de Isopropanol y mezclar de 8-10 veces. 
18 Incubar a –20 ºC 2 horas 
19 Centrifugar a 12.000 RPM por 10 minutos. 
20 Remover el Isopropanol 
21 Dejar secar una hora sobre toalla y en cámara extractora de gases 
22 Resuspender en 80 ul de TE 1X 
23 Adicionar 1 ul de RNAsa, hacer corto spin 
24 Guardar a 4 ºC 
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ANEXO B: MATRIZ SECUENCIAS ALINEADAS ITS. FORMATO NEXUS 
.NEX 
 
#NEXUS 
[File generated by DnaSP Ver. 5.00.07, from file: itsaye.nex     May 
11, 2010] 
 
BEGIN TAXA; 
DIMENSIONS NTAX=66; 
 
TAXLABELS 
1235 
1234 
1244 
1213 
419 
890 
1120 
1222 
1208 
1205 
1200 
1206 
1209 
1204 
1229 
1212 
1236 
802 
786 
215 
677 
1207 
1202 
1218 
1211 
954 
908 
1248 
pan3 
mex65 
cr7 
gua9 
cr12 
sal14 
gua16 
mex18 
sal19 
mex66 
sal21 
mex32 
cr24 
cr25 
hon49 
hon27 
sal28 
nic30 
mex35 
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hon36 
sal37 
col42 
col43 
hon47 
col50 
col54 
col60 
nic63 
mex64 
cmcol121 
cmcol128 
cmcol118 
cmcol110 
cmcol113 
cmcol100 
cmcol80 
cmcol105 
willdcol; 
END; 
 
BEGIN CHARACTERS; 
DIMENSIONS NCHAR=587; 
FORMAT DATATYPE=DNA  MISSING=? GAP=- MATCHCHAR=. INTERLEAVE ; 
MATRIX 
[                 10        20        30        40        50        
60] 
[                  *         *         *         *         *         
*] 
1235      TCGATGCCTAAACATCAAACGACCCGTGAACGTGTTTGCAAACCTTTTGTGTCG-GAGGG 
1234      ......................................................-.G... 
1244      ......................................................-..... 
1213      ...........................................T..........-..... 
419       ......................................................-..... 
890       ......................................................-.G... 
1120      ......................................................-..... 
1222      ......................................................-..... 
1208      ..........................G...G..................G....-..... 
1205      ...........................................T..........-.G... 
1200      ...........................................T..........-..... 
1206      ......................................................-.G... 
1209      ......................................................-.G... 
1204      ...........................................T..........-.G... 
1229      ......................................................-..... 
1212      ......................................................-..... 
1236      ...........................................T..........-.G... 
802       ......................................................-..... 
786       ......................................................-.G... 
215       ......................................................-.G... 
677       ..........................G...........................-..... 
1207      ......................................................-..... 
1202      ....................A.........G.......................-..... 
1218      ......................................................-..... 
1211      ......................................................-..... 
954       --------------------------------------------.......G..-..... 
908       ......................................................-..... 
1248      ......................................................-..... 
pan3      ......................................................-.G... 
mex65     ...........................................T..........-..... 
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cr7       ...........................................T..........-.G... 
gua9      ......................................................-.G... 
cr12      -..........................................T..........-..... 
sal14     ......................................................-.G... 
gua16     ...........................................T..........-..... 
mex18     ......................................................-..... 
sal19     ......................................................-..... 
mex66     ......................................................-..... 
sal21     ......................................................-..... 
mex32     ...........................................T..........-..... 
cr24      ......................................................-..... 
cr25      ---------------------......................T..........-..... 
hon49     ......................................................-.G... 
hon27     ......................................................-.G... 
sal28     ...........................................T..........-.G... 
nic30     ......................................................-..... 
mex35     ......................................................-..... 
hon36     ----------............................................-..... 
sal37     ......................................................-.G... 
col42     ......................................................-.G... 
col43     ......................................................-..... 
hon47     ......................................................-.G... 
col50     ......................................................-..... 
col54     ......................................................-.G... 
col60     ......................................................-..... 
nic63     ....................................................T.-.G... 
mex64     ......................................................-.G... 
cmcol121  ......................................................-..... 
cmcol128  ......................................................-..... 
cmcol118  ......................................................-..... 
cmcol110  ......................................................-..... 
cmcol113  ......................................................-..... 
cmcol100  ......................................................-..... 
cmcol80   ......................................................-..... 
cmcol105  ......................................................-..... 
willdcol  ............T......T............C....A.....T...C......A.G... 
 
[                 70        80        90       100       110       
120] 
[                  *         *         *         *         *         
*] 
1235      AGCATTCGTGCCCCCTCTGATGCCTAAACCAAAACCGGCGCAAGTCGCGCCAAGGAGCTC 
1234      ............................................................ 
1244      ............................................................ 
1213      ............................................................ 
419       ............................................................ 
890       ............................................................ 
1120      ............................................................ 
1222      ............................................................ 
1208      ........G......................................G........C... 
1205      ............................................................ 
1200      ............................................................ 
1206      ............................................................ 
1209      ............................................................ 
1204      ............................................................ 
1229      ............................................................ 
1212      ............................................................ 
1236      ............................................................ 
802       ............................................................ 
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786       ............................................................ 
215       ............................................................ 
677       ............................................................ 
1207      ............................................................ 
1202      ............................................................ 
1218      ............................................................ 
1211      ...............................................G............ 
954       .......T..................................G....G........C..A 
908       ...............................................A............ 
1248      ............................................................ 
pan3      ............................................................ 
mex65     ............................................................ 
cr7       ............................................................ 
gua9      ........................................................T... 
cr12      ..........................................G................. 
sal14     ............................................................ 
gua16     ............................................................ 
mex18     ............................................................ 
sal19     ............................................................ 
mex66     ............................................................ 
sal21     ............................................................ 
mex32     ............................................................ 
cr24      ............................................................ 
cr25      ............................................................ 
hon49     ............................................................ 
hon27     ............................................................ 
sal28     ............................................................ 
nic30     ..................................T......................... 
mex35     ............................................................ 
hon36     ............................................................ 
sal37     ............................................................ 
col42     ............................................................ 
col43     ............................................................ 
hon47     ............................................................ 
col50     ............................................................ 
col54     ............................................................ 
col60     ............................................................ 
nic63     ..................................T......................... 
mex64     ............................................................ 
cmcol121  ............................................................ 
cmcol128  ............................................................ 
cmcol118  ............................................................ 
cmcol110  ............................................................ 
cmcol113  ............................................................ 
cmcol100  ............................................................ 
cmcol80   ............................................................ 
cmcol105  ............................................................ 
willdcol  ....C...........TC.G.............T.....A.......T........T... 
 
[                130       140       150       160       170       
180] 
[                  *         *         *         *         *         
*] 
1235      AAACGAATAAGCTTGCCCCCTGCCCCGGTCTTGGTGTGCGGGGGGCAAAGCATTCTTGTC 
1234      ....................C....................................... 
1244      ....................C....................................... 
1213      ....................C..........C............................ 
419       ............................................................ 
890       ....................C....................................... 
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1120      ....................C....................................... 
1222      ...............................C............................ 
1208      ....................C....................................... 
1205      ............................................................ 
1200      ....................C....................................... 
1206      ............................................................ 
1209      ............................................................ 
1204      ...............................C............................ 
1229      ...................GC....................................... 
1212      .......................................AA................... 
1236      ............................................................ 
802       ....................C....................................... 
786       ............................................................ 
215       ....................C....................................... 
677       ...................GC....................................... 
1207      ...................GC....................................... 
1202      ...................GC....................................... 
1218      ...................GC....................................... 
1211      ...................GC....................................... 
954       ....................C....................................... 
908       ...................GC....................................... 
1248      ....................C....................................... 
pan3      ............................................................ 
mex65     ...............................C............................ 
cr7       ....................C....................................... 
gua9      ...................GC....................................... 
cr12      ....................C....................................... 
sal14     ...............................C............................ 
gua16     ............................................................ 
mex18     ....................C....................................... 
sal19     ....................C....................................... 
mex66     ............................................................ 
sal21     ...............................C........A................... 
mex32     ...............................C............................ 
cr24      ...................G........................................ 
cr25      ...............................C........A................... 
hon49     ............................................................ 
hon27     ....................C....................................... 
sal28     ....................C....................................... 
nic30     ...................G...........C............................ 
mex35     ............................................................ 
hon36     ....................C....................................... 
sal37     ............................................................ 
col42     ....................C....................................... 
col43     ............................................................ 
hon47     ....................C....................................... 
col50     ....................C....................................... 
col54     ....................C....................................... 
col60     ............................................................ 
nic63     ...............................C............................ 
mex64     ............................................................ 
cmcol121  ....................C....................................... 
cmcol128  ....................C....................................... 
cmcol118  ....................C....................................... 
cmcol110  ....................C....................................... 
cmcol113  ....................C....................................... 
cmcol100  ....................C....................................... 
cmcol80   ....................C....................................... 
cmcol105  ...................GC....................................... 
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willdcol  ........TC........T-.......A.G..........A................... 
 
[                190       200       210       220       230       
240] 
[                  *         *         *         *         *         
*] 
1235      GTATTATTCACAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGT 
1234      ............................................................ 
1244      ............................................................ 
1213      ............................................................ 
419       ............................................................ 
890       ............................................................ 
1120      ............................................................ 
1222      ............................................................ 
1208      ............................................................ 
1205      ............................................................ 
1200      ............................................................ 
1206      ............................................................ 
1209      ............................................................ 
1204      ............................................................ 
1229      ............................................................ 
1212      ............................................................ 
1236      ............................................................ 
802       ............................................................ 
786       ............................................................ 
215       ............................................................ 
677       ............................................................ 
1207      ............................................................ 
1202      ............................................................ 
1218      ............................................................ 
1211      ............................................................ 
954       ............................................................ 
908       ............................................................ 
1248      ............................................................ 
pan3      ............................................................ 
mex65     ............................................................ 
cr7       ............................................................ 
gua9      ............................................................ 
cr12      ............................................................ 
sal14     ............................................................ 
gua16     ......................................................A..... 
mex18     ............................................................ 
sal19     ............................................................ 
mex66     ............................................................ 
sal21     ............................................................ 
mex32     ............................................................ 
cr24      ............................................................ 
cr25      ............................................................ 
hon49     ............................................................ 
hon27     ............................................................ 
sal28     ............................................................ 
nic30     ............................................................ 
mex35     ............................................................ 
hon36     ............................................................ 
sal37     ............................................................ 
col42     ............................................................ 
col43     ............................................................ 
hon47     ............................................................ 
col50     ......................................................A..... 
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col54     ............................................................ 
col60     ............................................................ 
nic63     ............................................................ 
mex64     ............................................................ 
cmcol121  ......................................................A..... 
cmcol128  ............................................................ 
cmcol118  ............................................................ 
cmcol110  ............................................................ 
cmcol113  ............................................................ 
cmcol100  ............................................................ 
cmcol80   ............................................................ 
cmcol105  ............................................................ 
willdcol  ............................................................ 
 
[                250       260       270       280       290       
300] 
[                  *         *         *         *         *         
*] 
1235      AGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGGATCCCGCGAACCACCGAGTCTTTGAACG 
1234      ............................................................ 
1244      ............................................................ 
1213      ............................................................ 
419       ............................................................ 
890       ............................................................ 
1120      ............................................................ 
1222      ............................................................ 
1208      ............................................................ 
1205      ............................................................ 
1200      ............................................................ 
1206      ............................................................ 
1209      ............................................................ 
1204      ............................................................ 
1229      ............................................................ 
1212      ............................................................ 
1236      ............................................................ 
802       ............................................................ 
786       ............................................................ 
215       ............................................................ 
677       ............................................................ 
1207      ............................................................ 
1202      ............................................................ 
1218      ............................................................ 
1211      ............................................................ 
954       .A.....................................C.................... 
908       ............................................................ 
1248      ............................................................ 
pan3      ............................................................ 
mex65     ............................................................ 
cr7       ............................................................ 
gua9      ............................................................ 
cr12      ............................................................ 
sal14     ............................................................ 
gua16     ............................................................ 
mex18     ............................................................ 
sal19     ............................................................ 
mex66     ............................................................ 
sal21     ............................................................ 
mex32     ............................................................ 
cr24      ............................................................ 
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cr25      ............................................................ 
hon49     ............................................................ 
hon27     ............................................................ 
sal28     ............................................................ 
nic30     ............................................................ 
mex35     ............................................................ 
hon36     ............................................................ 
sal37     ............................................................ 
col42     ............................................................ 
col43     ............................................................ 
hon47     ............................................................ 
col50     ............................................................ 
col54     ............................................................ 
col60     ............................................................ 
nic63     ............................................................ 
mex64     ............................................................ 
cmcol121  ............................................................ 
cmcol128  ............................................................ 
cmcol118  ............................................................ 
cmcol110  ............................................................ 
cmcol113  ............................................................ 
cmcol100  ............................................................ 
cmcol80   ............................................................ 
cmcol105  ............................................................ 
willdcol  ............................................................ 
 
[                310       320       330       340       350       
360] 
[                  *         *         *         *         *         
*] 
1235      CAAGTTGCGCCCGGAGCCTTCTGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCTG 
1234      ............................................................ 
1244      ............................................................ 
1213      ............................................................ 
419       ............................................................ 
890       ............................................................ 
1120      ............................................................ 
1222      ............................................................ 
1208      ............................................................ 
1205      ............................................................ 
1200      ............................................................ 
1206      ............................................................ 
1209      ............................................................ 
1204      ............................................................ 
1229      ............................................................ 
1212      ............................................................ 
1236      ............................................................ 
802       ............................................................ 
786       ............................................................ 
215       ............................................................ 
677       ............................................................ 
1207      ............................................................ 
1202      ............................................................ 
1218      ............................................................ 
1211      ............................................................ 
954       ............................................................ 
908       ............................................................ 
1248      ............................................................ 
pan3      ............................................................ 
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mex65     ............................................................ 
cr7       ............................................................ 
gua9      ............................................................ 
cr12      ............................................................ 
sal14     ............................................................ 
gua16     ............................................................ 
mex18     ............................................................ 
sal19     ............................................................ 
mex66     ............................................................ 
sal21     ............................................................ 
mex32     ............................................................ 
cr24      ............................................................ 
cr25      ............................................................ 
hon49     ............................................................ 
hon27     ............................................................ 
sal28     ............................................................ 
nic30     ............................................................ 
mex35     ............................................................ 
hon36     ............................................................ 
sal37     ............................................................ 
col42     ............................................................ 
col43     ............................................................ 
hon47     ............................................................ 
col50     ..........................A................................. 
col54     ............................................................ 
col60     ............................................................ 
nic63     ............................................................ 
mex64     ............................................................ 
cmcol121  ............................................................ 
cmcol128  ............................................................ 
cmcol118  ............................................................ 
cmcol110  ............................................................ 
cmcol113  ............................................................ 
cmcol100  ............................................................ 
cmcol80   ............................................................ 
cmcol105  ............................................................ 
willdcol  ....................T....................................... 
 
[                370       380       390       400       410       
420] 
[                  *         *         *         *         *         
*] 
1235      CCCCC-ACATACAACACCCACTTAGGTCTGTTGCATTGGCGGGGGCACA----------- 
1234      .....-...........................................----------- 
1244      .....-...........................................----------- 
1213      .....-...........................................T---------- 
419       .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
890       .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1120      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1222      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1208      .....-.....................T.....................TGTTGGCCTCC 
1205      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1200      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1206      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1209      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1204      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1229      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1212      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1236      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
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802       .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
786       .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
215       .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
677       .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1207      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1202      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1218      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1211      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
954       .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
908       .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
1248      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
pan3      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
mex65     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cr7       .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
gua9      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cr12      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
sal14     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
gua16     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
mex18     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
sal19     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
mex66     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
sal21     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
mex32     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cr24      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cr25      .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
hon49     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
hon27     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
sal28     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
nic30     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
mex35     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
hon36     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
sal37     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
col42     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
col43     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
hon47     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
col50     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
col54     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
col60     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
nic63     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
mex64     .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cmcol121  .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cmcol128  .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cmcol118  .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cmcol110  .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cmcol113  .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cmcol100  .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cmcol80   .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
cmcol105  .....-...........................................TGTTGGCCTCC 
willdcol  .....C....G............G...TCA.....C.T...........TGTTGGCCTCC 
 
[                430       440       450       460       470       
480] 
[                  *         *         *         *         *         
*] 
1235      ------------------CAAAGGGTCAACATAAGATTCCTCCCTCACTCGCAAAGAGGA 
1234      ---TTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1244      ---TTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1213      ---TTTGGGGACAATGTT.......................................... 
419       CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
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890       CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1120      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1222      CGT--------------------------------------------------------- 
1208      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1205      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1200      CG-TTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1206      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1209      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1204      CGTTTTGGGGACAATGTT................................T......... 
1229      CGT-------ACAATGTT.......................................... 
1212      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1236      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
802       CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
786       CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
215       CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
677       CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1207      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1202      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1218      CG-TTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1211      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
954       CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
908       CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
1248      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
pan3      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
mex65     CGTTTTGGGGACAATGTT................................A......... 
cr7       CGT-----GGACAATGTT.......................................... 
gua9      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
cr12      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
sal14     CGT-----GGACAATGTT.......................................... 
gua16     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
mex18     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
sal19     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
mex66     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
sal21     CGT------GACAATGTT.......................................... 
mex32     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
cr24      CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
cr25      CGT--------------------------------------------------------- 
hon49     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
hon27     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
sal28     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
nic30     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
mex35     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
hon36     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
sal37     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
col42     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
col43     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
hon47     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
col50     CGT---------------.......................................... 
col54     CGT--------------------------------------------------------- 
col60     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
nic63     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
mex64     CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
cmcol121  CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
cmcol128  CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
cmcol118  CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
cmcol110  CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
cmcol113  CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
cmcol100  CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
cmcol80   CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
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cmcol105  CGTTTTGGGGACAATGTT.......................................... 
willdcol  CGTTTTGGGGACAATGTT..G..........A....G....TG.......A...G..A.. 
 
[                490       500       510       520       530       
540] 
[                  *         *         *         *         *         
*] 
1235      GGCAC-GCAAGCTGAGATC-GAGACACGGTACCGAGGTTGAATCAACCACCGTAGTGTCA 
1234      .....-.............-........................................ 
1244      .....-.............-........................................ 
1213      .....-.............-........................................ 
419       .....-.............-........................................ 
890       .....-.............-........................................ 
1120      .....-.............-........................................ 
1222      ------------------------------------------------------------ 
1208      .....-.............-........................................ 
1205      .....-.............-........................................ 
1200      .....-.............-........................................ 
1206      .....-.............-........................................ 
1209      .....-.............-........................................ 
1204      .....-.............-........................................ 
1229      .....-.............-........................................ 
1212      .....-.............-........................................ 
1236      .....-.............-........................................ 
802       .....-.............-........................................ 
786       .....-.............-........................................ 
215       .....-.............-........................................ 
677       .....-..........G..-........................................ 
1207      .....-.............-........................................ 
1202      .....-.............-........................................ 
1218      .....-.............-........................................ 
1211      .....-.............-........................................ 
954       .....-.............-........................................ 
908       .....-.............-........................................ 
1248      .....-.............-........................................ 
pan3      .....-.............-........................................ 
mex65     .....-.............-........................................ 
cr7       .....-.............-........................................ 
gua9      .....-.............-........................................ 
cr12      .....-.............-........................................ 
sal14     .....-.............-........................................ 
gua16     .....-.............-........................................ 
mex18     .....-.............-........................................ 
sal19     .....-.............-.......A................................ 
mex66     .....-.............-........................................ 
sal21     .....-.............-........................................ 
mex32     .....-.............-........................................ 
cr24      .....-.............-........................................ 
cr25      ------------------------------------------------------------ 
hon49     .....-.............-........................................ 
hon27     .....-.............-........................................ 
sal28     .....-.............-........................................ 
nic30     .....-.............-........................................ 
mex35     .....-.............-........................................ 
hon36     .....-.............-........................................ 
sal37     .....-.............-........................................ 
col42     .....-.............-........................................ 
col43     .....A.............A.......A................................ 
hon47     .....-.............-........................................ 
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col50     .....-.............-........................................ 
col54     ------------------------------------------------------------ 
col60     .....-.............-........................................ 
nic63     .....-.............-........................................ 
mex64     .....-.............-........................................ 
cmcol121  .....-.............-........................................ 
cmcol128  .....-.............-........................................ 
cmcol118  .....-.............-........................................ 
cmcol110  .....-.............-........................................ 
cmcol113  .....-.............-........................................ 
cmcol100  .....-.............-........................................ 
cmcol80   .....-.............-........................................ 
cmcol105  .....-.............-........................................ 
willdcol  A.TGT-..........G..-AG...G.C................................ 
 
[                550       560       570       580       ] 
[                  *         *         *         *       ] 
1235      CGACAACAGATGCCGAGGACTCAATTTTAAGCCATCCGTGCGACGA- 
1234      ..............................................T 
1244      ..............................................T 
1213      ..............................................T 
419       ..............................................T 
890       ..............................................T 
1120      ..............................................T 
1222      ----------------------------------------------- 
1208      ..............................................T 
1205      ..............................................T 
1200      ..............................................T 
1206      ..............................................T 
1209      ..............................................T 
1204      ..............................................T 
1229      ..............................................T 
1212      ..............................................T 
1236      ..............................................T 
802       ..............................................T 
786       ..............................................T 
215       ..............................................T 
677       ..............................................T 
1207      ..............................................T 
1202      ..............................................T 
1218      ..............................................T 
1211      ..............................................T 
954       ..............................................T 
908       ..............................................T 
1248      ..............................................T 
pan3      ..............................................T 
mex65     ..............................................T 
cr7       ..............................................T 
gua9      ..............................................T 
cr12      ..............................................T 
sal14     ..............................................T 
gua16     ..............................................T 
mex18     ..............................................T 
sal19     ..............................................T 
mex66     ..............................................T 
sal21     .............................................GT 
mex32     ..............................................T 
cr24      ..............................................T 
cr25      ----------------------------------------------- 
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hon49     ..............................................T 
hon27     ..............................................T 
sal28     ..............................................T 
nic30     ..............................................T 
mex35     ..............................................T 
hon36     ..............................................T 
sal37     ..............................................T 
col42     ..............................................T 
col43     ..............................................T 
hon47     ..............................................T 
col50     ..............................................T 
col54     ----------------------------------------------- 
col60     ..............................................T 
nic63     ..............................................T 
mex64     ..............................................T 
cmcol121  ..............................................T 
cmcol128  .............................................GT 
cmcol118  ..............................................T 
cmcol110  ..............................................T 
cmcol113  ..............................................T 
cmcol100  ..............................................T 
cmcol80   ..............................................T 
cmcol105  ..............................................T 
willdcol  ..........C.T................................GT 
; 
END; 
 
BEGIN SETS; 
   TaxSet outgroup = 66; 
   TaxSet ingroup = 1-65; 
END; 
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ANEXO C: HAPLOTIPOS Y ASIGNACIONES HAPLOTIPICAS  
 
 
'Hap_1'   TTTCATGTCTAACGACGCAACTGCTGGGGGCGAACTGTG 
 
'Hap_2'   ....G................C................. 
 
'Hap_3'   .....................C................. 
 
'Hap_4'   .....................C..C.............. 
 
'Hap_5'   ........................C.............. 
 
'Hap_6'   .G.....G.......GC....C............T.... 
 
'Hap_7'   ....G.................................. 
 
'Hap_8'   ....G...................C.............. 
 
'Hap_9'   .........................AA............ 
 
'Hap_10'  ...............G.....C................. 
 
'Hap_11'  ..G...T.......GGCA...C......AC......... 
 
'Hap_12'  ...............A.....C................. 
 
'Hap_13'  ....G...........T....C................. 
 
'Hap_14'  ..............G......C................. 
 
'Hap_15'  ...........................A........... 
 
'Hap_16'  ........................C.A............ 
 
'Hap_17'  ............T...........C.............. 
 
'Hap_18'  .....................C.....A...A....... 
 
'Hap_19'  ...TG.......T...........C.............. 
 
'Hap_20'  .....................C.....A........... 
 
'Hap_21'  C...GC..TCGT.A.TT.TCT.AG..A...T.GGTCACT 
 
 
 
 
Hap_1: 7  [1235 419 mex66 cr24 mex35 col43 col60] 
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Hap_2: 9  [1234 890 215 cr7 hon27 sal28 col42 hon47 col54] 
Hap_3: 20  [1244 1120 1200 1229 802 677 1207 1202 1218 1248 mex18 sal19 
hon36 cmcol128 cmcol118 cmcol110 cmcol113 cmcol100 cmcol80 cmcol105] 
Hap_4: 1  [1213] 
Hap_5: 3  [1222 mex65 mex32] 
Hap_6: 1  [1208] 
Hap_7: 9  [1205 1206 1209 1236 786 pan3 hon49 sal37 mex64] 
Hap_8: 2  [1204 sal14] 
Hap_9: 1  [1212] 
Hap_10: 1  [1211] 
Hap_11: 1  [954] 
Hap_12: 1  [908] 
Hap_13: 1  [gua9] 
Hap_14: 1  [cr12] 
Hap_15: 1  [gua16] 
Hap_16: 2  [sal21 cr25] 
Hap_17: 1  [nic30] 
Hap_18: 1  [col50] 
Hap_19: 1  [nic63] 
Hap_20: 1  [cmcol121] 
Hap_21: 1  [willdcol] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
77 
 
ANEXO D. PERMUTACIONES TEST DE MANTEL. 
 
 
permutación r 
1 0.01832164 
2 -0.03945924 
3 -0.03945922 
4 -0.03945922 
5 -0.03945921 
6 -0.0394592 
7 -0.0394592 
8 -0.03945919 
9 -0.03945919 
10 -0.03945918 
11 -0.03945918 
12 -0.03945918 
13 -0.03945918 
14 -0.03945913 
15 -0.03945913 
16 -0.03945911 
17 -0.03846167 
18 -0.0377748 
19 -0.03645688 
20 -0.03645687 
21 -0.03645687 
22 -0.03645686 
23 -0.0364568 
24 -0.03645679 
25 -0.03645678 
26 -0.03319942 
27 -0.03319933 
28 -0.03291395 
29 -0.03291391 
30 -0.03291386 
31 -0.03291385 
32 -0.03291383 
33 -0.03291383 
34 -0.03142784 
35 -0.0299116 
36 -0.02991159 
37 -0.02991158 
38 -0.02991158 
39 -0.02991157 
40 -0.02991157 
41 -0.02991155 
42 -0.02991151 
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43 -0.02991149 
44 -0.02636123 
45 -0.02421389 
46 -0.02421387 
47 -0.02421382 
48 -0.02421381 
49 -0.02404015 
50 -0.02335346 
51 -0.02335346 
52 -0.02335342 
53 -0.0212117 
54 -0.02054888 
55 -0.02054887 
56 -0.02054882 
57 -0.02034632 
58 -0.02034631 
59 -0.0202617 
60 -0.01695179 
61 -0.01695178 
62 -0.01695177 
63 -0.01695177 
64 -0.01695172 
65 -0.01695171 
66 -0.01695167 
67 -0.0140534 
68 -0.01405335 
69 -0.00914238 
70 -0.00914237 
71 -0.00914231 
72 -0.00847659 
73 -0.00344902 
74 -0.00306089 
75 0.00266022 
76 0.00266026 
77 0.00266027 
78 0.00474147 
79 0.00474153 
80 0.00590631 
81 0.00590632 
82 0.00590633 
83 0.01072195 
84 0.01072196 
85 0.01072197 
86 0.01482398 
87 0.01600724 
88 0.01724997 
79 
 
89 0.01725 
90 0.01725 
91 0.01725005 
92 0.01772123 
93 0.01772125 
94 0.03961471 
95 0.10648808 
96 0.13904683 
97 0.95943929 
98 0.95943929 
99 0.95943929 
 
 
 
